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“A marca da sua ignorância é a profundidade de sua crença 
na injustiça e na tragédia. O que a lagarta chama de fim do 
mundo, o mestre chama de borboleta.”  
Richard Bach 
RESUMO 
Considerando a demanda de tratamentos efetivos para prevenção e tratamento 
da doença de Parkinson (DP) e o papel do estresse oxidativo em desordens 
neurológicas e neurodegenerativas, o presente trabalho teve por objetivo 
avaliar a atividade antioxidante in vitro, bem como a possível ação 
neuroprotetora in vivo do isoflavonóide formononetina (FORM) em modelo 
experimental para estudo da DP. Dentre os métodos usados para determinar a 
atividade antioxidante da FORM in vitro, foram eleitos o DPPH, o ABTS e o 
FRAP. Em ensaios in vivo, foi avaliada sua atividade biológica frente à lesão da 
via nigroestriatal causada por 6- hidroxidopamina (6-OHDA, 10 µg em 2 µL), 
com o lado direito utilizado como parâmetro para microinjeção no estriado. 
Animais controle receberam solução salina contendo 0,02% de ácido 
ascórbico. Os animais foram submetidos a teste comportamental de campo 
aberto, 21 dias após a cirurgia e procedeu-se à análise imunohistoquímica para 
a enzima tirosina hidroxilase (TH) e análise histoquímica (hematoxilina eosina) 
para avaliação de alterações estruturais e da resposta inflamatória, no estriado 
e na substância negra compacta (SNc), após eutanásia aos 28 dias. Os dados 
foram submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do pós-
teste de Tukey, à exceção do escore da resposta inflamatória, que foi analisado 
por meio de Teste Kruskal-Wallis, com extensão de Dunn. Nos resultados in 
vitro, através dos testes DPPH, ABTS e FRAP encontrou-se ação antioxidante 
de FORM semelhante à das vitaminas A e E e sinergismo entre a FORM e a 
vitamina A (por Equivalente de vitamina C e Trolox, p < 0,001). Nos resultados 
in vivo, para os testes de comportamento em campo aberto, foram avaliados os 
parâmetros de elevações (rearing), explorações (crossing), ambulações para a 
direita e esquerda, o tempo de imobilidade e de latência para início do 
movimento, sendo os resultados do grupo tratado com FORM a 20 mg/kg 
semelhantes aos do grupo não lesionado e diferentes dos grupos lesionados 
tratados com veículo e FORM a 10 mg/kg. Na imunomarcação para TH na 
SNc, a 6-OHDA promoveu diminuição de neurônios, ficando remanescentes 
em média 22% no grupo lesionado e tratados com veículo, enquanto que o 
tratamento com FORM a 10 mg/kg promoveu aumento do número médio em 
51% e o tratamento com FORM a 20 mg/kg em 79%. Os dados foram 
indicativos também de efeito anti-inflamatório da FORM, evidenciada na análise 
de infiltrado inflamatório microglial. Verificou-se que animais lesionados e 
tratados com veículo apresentaram grau severo de inflamação (mais de 50% 
de infiltrado inflamatório), o grupo controle apresentou menos de 10% de 
infiltrado inflamatório, enquanto nos grupos tratados com FORM (10 e 20 
mg/kg) observou-se grau moderado de inflamação (10 a 50% de infiltrado p < 
0,0001). Portanto, o tratamento com a FORM promoveu aumento na 
sobrevivência de neurônios dopaminérgicos e diminui a resposta inflamatória 
no estriado, efeitos que podem estar associados a sua atividade antioxidante.   
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This study aimed to evaluate the antioxidant activity in vitro, as well as and the possible 
neuroprotective effect in vivo of the isoflavonoid formononetin (FORM) in an 
experimental model for the study of Parkinson's disease (PD). Among the methods 
used to determine the antioxidant activity of FORM in vitro, they were elected the 
DPPH, ABTS and FRAP. In the in vivo assays, FORM was evaluated for its biological 
activity on experimental PD induced by 6- hydroxydopamine (6-OHDA, 10 µg in 2 µL) 
injection in the right striatum. Control groups received saline containing 0.02% of 
ascorbic acid. The animals were subjected to the open field behavioral test after 21 
days of surgery. The immunohistochemical analysis of tyrosine hydroxylase TH was 
performed in the substantia nigra pars compacta (SNc) and the inflammatory response 
was evaluated at the striatum (hystochemical for hematoxylin eosin) after sacrifice 28 
days of surgery. Statistical analysis was performed by one way analysis of variance or, 
in the case of graduated inflammatory response, by the Kruskal-Wallis test with Dunn's 
extension. The in vitro results of DPPH, ABTS and FRAP showed significant 
antioxidant action of FORM, similar to that of the vitamins A and E (p > 0.05) and 
synergism between FORM and vitamin A (for equivalent vitamin C and Trolox, p < 
0.001). In the open field test the rearing, crossings, ambulation (to the right and left), 
the immobility time and latency to onset the movement were similar between the group 
treated with FORM 20 mg/kg and the lesioned group and different from the groups 
treated with vehicle and FORM 10 mg/kg. In immunostaining for TH SNc, it was 
observed that 6-OHDA caused a decrease in the mean number of dopaminergic 
neurons (22% remaining) in the lesioned group, whereas the treatment with FORM 10 
mg/kg promoted an increase to 51% and FORM 20 mg/kg in 79%, p < 0.0001. The 
data were also indicative of anti-inflammatory action of FORM evidenced in 
histopatholological analysis and by the reduction in the microglial inflammatory 
infiltrate. It was found that lesioned rats treated with vehicle exhibited severe grade of 
inflammatory response (more than 50% of the microglial infiltrate) while in the group 
without lesion less than 10% of inflammatory infiltrate. On the other hand, in the groups 
treated with FORM (10 and 20 mg/kg), there was a moderate inflammatory response, 
(10 to 50% infiltrate p < 0.0001). Therefore, the treatment with FORM promoted a 
neuroprotective and anti-inflammatory effects, which may be associated with high 
antioxidant activity. 
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O estresse oxidativo e a neuroinflamação têm sido relacionados às 
neuropatologias degenerativas mais frequentes na população idosa, a exemplo 
da doença de Parkinson (DP) (HALLIWELL, 2006; WAJNER et al., 2004; 
MOREIRA et al., 2005; ZUGNO et al., 2007). Segundo a Organização das 
Nações Unidas (ONU), existem cerca de quatro milhões de pessoas com DP no 
mundo e a estimativa é que esse número dobre até 2040 (ESA 2009; 
WIRDEFELDT et al., 2011).  
Na DP, ocorre uma perda seletiva de neurônios dopaminérgicos na 
parte compacta da substância negra (WICHMANN e DELONG 2003; WAKADE 
and CHONG, 2014). A destruição desses neurônios resulta nas características 
clínicas fundamentais da doença como, a bradicinesia, tremores, acinesia, além 
de alteração da marcha e distúrbios cognitivos e emocionais (GARCÍA et al., 
2015).  
Os eventos que resultam na morte neuronal dopaminérgica incluem a 
produção de mediadores pró-inflamatórios tóxicos pela micróglia, disfunção 
mitocondrial, proteólise, apoptose, excitotoxicidade e estresse oxidativo gerado 
por peroxidação lipídica, oxidação proteica e do DNA e oxidação química e 
enzimática da própria dopamina (JING et al., 2015; KLAFKE et al., 2012; PRU 
2012; LIANG et al., 2014; TORRES et al., 2014; PHANIENDRA, JESTADI e 
PERIYASAMY, 2015). 
O principal tratamento com o precursor dopaminérgico levodopa (L-
DOPA) produz efeitos colaterais como náuseas, arritmias cardíacas, insônia, 
ansiedade e depressão (HEISTERS, 2011; WIRDERFELDT et al., 2011), além 
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de ocasionar o aparecimento de flutuações motoras debilitantes conhecidas 
como discinesias (PADOVAN-NETO et al., 2015; RAMIREZ-GARCIA et al., 
2015). 
Diante da demanda por tratamentos efetivos, estudos sobre a ação 
neuroprotetora de componentes bioativos de produtos naturais podem fornecer 
subsídios no desenvolvimento de possíveis novos fármacos para profilaxia e 
terapêutica da DP. A FORM presente em produtos naturais como a própolis 
vermelha (CAÍDO et al., 2011; LIMA CAVENDISH et al., 2015) apresentou ação 
neuroprotetora in vitro e in vivo (LI et al., 2014), frente à isquemia induzida por 
oclusão arterial no encéfalo, diminuindo a apoptose e aumentando a ação 
antioxidante endógena (WANG et al., 2012; JIA et al., 2014; LIANG et al., 2014). 
Após trauma encefálico em roedores, a FORM aumentou a atividade de enzimas 
com ação antioxidante e diminuiu os níveis de marcadores inflamatórios, ao 
mesmo tempo em que diminuiu a hidrocefalia e lesão neural após lesão (ZHU et 
al., 2014).  
Portanto, considerando a fisiopatologia da DP e as ações descritas 
para a FORM, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade 
antioxidante in vitro deste composto e seu efeito neuroprotetor em modelo 




2 OBJETIVOS  
 
 
2.1 Objetivo Geral:  
 
               Avaliar a ação da FORM enquanto agente neuroprotetor. 
 
 
2.2 Objetivos Específicos: 
 
            -   Analisar as propriedades antioxidantes da FORM in vitro; 
            -   Analisar o comportamento animal após lesão e tratamento com FORM, 
em modelo experimental para estudo da doença de Parkinson; 
             - Avaliar a resposta inflamatória e a morfologia do tecido neuronal 
através de análise histopatológica com a coloração hematoxilina-eosina (HE); 
             - Avaliar a atividade neuroprotetora da FORM frente à morte neuronal 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 Doença de Parkinson (DP) 
 
A DP é considerada uma doença neurodegenerativa progressiva, 
incapacitante, que acomete principalmente idosos (CHUNG et al., 2012; MILLER 
et al., 2009). É identificada neste contexto como a segunda desordem mais 
frequente, depois da doença de Alzheimer (WIRDEFELDT et al., 2011). 
O envelhecimento causa transformações na vida, nas relações 
interpessoais, sociais e econômicas, contudo, quando associado às doenças 
crônicas, altera de forma significativa a qualidade de vida, a independência e 
autonomia do indivíduo (ZASLAVSKY, 2002). 
A população idosa no Brasil tem aumentado em relação à população 
em geral, e este tem sido um dos fatores que mais tem influenciado na incidência 
das doenças crônico-degenerativas (GUS, 2007), a exemplo das doenças 
cardiovasculares, musculoesqueléticas e neurológicas; principais morbidades 
que acometem a população (WICHMANN e DELONG, 2003; ZASLAVSKY, 
2002). 
Segundo a Economic and Social Affairs (ESA), o Brasil está entre os 
10 países do mundo com maior população de indivíduos acima dos 60 anos de 
idade. Além disso, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
informam que a expectativa de vida atual do brasileiro é de 73,8 anos, em média, 
sendo de 71,2 anos para homens e de 78,3 anos para mulheres. Já para 2020, 
a estimativa é de que o país possua uma população com expectativa média de 
76,6 anos; sendo de 74,7 anos para os homens e 79,2 anos para a mulheres 
(IBGE, 2010; ESA, 2009). 
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Não existem números exatos sobre a DP no Brasil, entretanto, o 
Ministério da Saúde estima que existam cerca de 200 mil pessoas com a doença. 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), de 1 a 2% da população 
mundial acima dos 65 anos possuem a doença, com a estimativa de 4,1 a 4,6 
milhões de indivíduos doentes, e estima-se que até o ano de 2030 a incidência 
da doença seja de 8,7 a 9,3 milhões de casos no mundo (IBGE, 2010). 
A DP é caracterizada pela perda contínua de neurônios 
dopaminérgicos na parte compacta da substância negra e degeneração da via 
nigroestriatal. Em adição, outras vias catecolaminérgicas podem estar 
comprometidas, como as projeções de neurônios que sintetizam serotonina, 
noradrenalina e acetilcolina (WIRDEFELDT et al., 2011; DEUMENS; BLOKLAND 
and PRICKAERTS, 2002).  
A degeneração de células dopaminérgicas mesencefálicas provoca 
uma depleção significativa de dopamina no corpo estriado, e estima-se a 
diminuição de dopamina no estriado na ordem de 80% do normal, quando os 
simtomas tornam-se aparentes, associados principalmente à desinibição da via 
indireta do circuito dos núcleos da base (NB) (DEUMENS; BLOKLAND and 
PRICKAERTS, 2002).  
Como resultado da depleção dopaminérgica, ocorre uma redução da 
atividade de neurônios estriatais de projeção que formam a via direta e um 
aumento na atividade dos que formam a via indireta, gerando as hipocinesias 
características da DP (BEDIN and FERRAZ, 2003).  
Os NB constituem conjuntos de corpos celulares subcorticais 
interconectados, envolvidos no controle dos movimentos. Também estão 
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organizados em diferentes circuitos neurais para a formação da memória, 
cognição, emoção e do aprendizado (WANG et al., 2015). 
O córtex motor primário do cérebro é a principal aferência excitatória 
dos circuitos dos NB. O estriado é o principal núcleo de entrada do circuito, 
através do qual tem aferência um grande fluxo de informações provenientes de 
múltiplas áreas corticais motoras e sensitivas, estabelecendo conexões 
sinápticas excitatórias glutamatérgicas com neurônios gabaérgicos espinhosos 
médios. Esses neurônios estriatais dão origem a duas vias de saída para o 
tálamo, à via direta e indireta (ROUSE et al., 2000; WICHMANN and DELONG, 
2003).  
As vias direta e indireta dos NB atuam como mecanismo de fino ajuste 
no controle do movimento. As duas vias seguem em direção ao globo pálido de 
forma distinta. Na via direta, os axônios dos neurônios espinhosos médios 
liberam o neuropeptídeo substância P, a dinorfina e e o neurotransmissor 
inibitório ácido gama-aminobutírico (GABA), que vai inibir os neurônios 
gabaérgicos localizados no globo pálido interno (GPi) e na parte reticulada da 
substância negra (SNr), atuando como uma via facilitadora em direção ao 
tálamo. Assim, estes núcleos de saída reduzem sua ação inibitória sobre o 
tálamo e, uma vez desinibido, o tálamo estimula as áreas corticais e facilita a 
realização do movimento (OBESO et al., 2008). 
Na via indireta, os neurônios estriatais gabaérgicos contém encefalina 
e neurotensina, que se projetam para o segmento externo do globo pálido (GPe).  
Ao serem inibidos, permitem que o núcleo subtalâmico libere o aminoácido 
excitatório glutamato no GPi, excitando assim os neurônios gabaérgicos que vão 
inibir os neurônios do tálamo (OBESO et al., 2008). Neste caso a via é inibidora. 
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As eferências do tálamo são projetadas para áreas específicas do 
córtex cerebral, área pré-motora e área motora suplementar; regiões 
relacionadas ao processamento de funções superiores no controle do 
movimento, refletindo diretamente na iniciação do mesmo (BEDIN and FERRAZ, 
2003). 
A excitação da via direta por meio da ação da dopamina no receptor 
dopaminérgico tipo D1 pode inibir as atividades do GPi e da parte SNr, 
desinibindo efeito inibitório sobre o tálamo e o córtex, que facilita o início do 
movimento, enquanto que na via indireta a ação da dopamina no receptor tipo 
D2 tem efeito oposto, reduzindo a transmissão na via inibitória (GEORGIEV et 
al., 2015). O resultado final é comum, a facilitação dos movimentos, conforme 
pode ser observado figura 1.  
Em condições normais, durante a execução do movimento, os 
neurônios localizados no GPi/SNr, apresentam tanto um aumento quanto uma 
diminuição na frequência de seus disparos espontâneos para a modulação do 





Figura 1. Modelo simplificado das vias direta e indireta dos núcleos da base. 
Setas vermelhas indicam a via direta e as setas amarelas, a via indireta. O sinal positivo 
(+) indica ação excitatória e negativo (-) inibitória: T: tálamo; CPu: caudado-putamen; 
SNc: substância negra compacta e SNr: substância negra reticulada; GPe: globo pálido 
externo; GPi: globo pálido interno, NS: núcleo subtalâmico. 
Fonte: Adaptado de Kandel, Schwartz and Jessell, 2000. 
As sinapses finais geradas pelo GPi e pela SNr são inibitórias e, 
atuando em vias diferentes, facilitam os movimentos voluntários e inibem os 
movimentos indesejados (KANDEL, SCHWARTZ e JESSELL, 2000).  
Esse modelo de função dos núcleos basais tem sido útil para 
desenvolver uma compreensão sobre o modo pelo qual estas estruturas atuam. 
Uma importante dedução feita com base nesse modelo é a de que, na DP, a via 
indireta que faz sinapses no núcleo subtalâmico deve estar hiperativa (WAKADE 
and CHONG, 2014). 
Desta forma, a dopamina (DA) tem sido o neurotransmissor utilizado 
como alvo terapêutico para alguns dos distúrbios importantes do sistema 
nervoso central (SNC), incluindo a DP e a esquizofrenia. A DA também é um 
precursor dos outros neurotransmissores da classe das catecolaminas, a 
norepinefrina e a epinefrina. O mecanismo envolvido na neurotransmissão das 
catecolaminas possui diversos componentes, que são compartilhados entre os 
membros da classe, incluindo enzimas de biossíntese e vias metabólicas (CÔTÉ 
et al., 2015). 
Outra característica encontrada em pacientes com DP é a presença 
de inclusões citoplasmáticas neuronais, denominadas corpos de Lewy (CL), em 
alguns neurônios dopaminérgicos. Estas estruturas representam a 
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particularidade neuropatológica mais importante da DP e são caracterizadas 
pela presença de agregados proteicos, com organização estrutural de densidade 
hialina, compostos por: parkina, ubiquitina, neurofilamentos e pela proteína alfa-
sinucleina (WIRDEFELDT et al., 2011; MEREDITH et al., 2008; DEVIC et al., 
2011). 
 
3.2 Fisiopatologia da DP  
Fatores como o estresse oxidativo e a inflamação tem sido 
observados na etiologia de várias doenças neurodegenerativas, inclusive a DP 
(JING et al., 2015).  
Tem sido identificados também, disfunções genéticas, aumento da 
permeabilidade aos íons cálcio (gerador de disfunções mitocondriais em 
neurônios), excitotoxicidade, regulação da ação de mediadores proteicos 
citotóxicos em células neuronais após hipóxia, regulação negativa dos genes 
pró-apoptóicos, pela ativação das caspases 3 e 9, e fatores relacionados ao 
gênero onde o estrogênio apresenta ação protetora (KLAFKE et al., 2012; PRU, 
et al., 2012; LIANG, et al., 2014; TORRES et al., 2014; PHANIENDRA, JESTADI 
and PERIYASAMY, 2015).  
3.2.1 Estresse Oxidativo 
Espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (ERO e ERN), ou 
conhecidas como radicais livres, existem normalmente no organismo e ajudam 
na regulação na atividade de proteínas, nas ações de fagocitose e sinalização 
celular (HALLIWELL and GUTTERIDGE, 2006; NISHIO et al., 2013).  
Contudo, quando em excesso, geram o fenômeno do estresse 
oxidativo, considerado um desequilíbrio entre o balanço pró-
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oxidante/antioxidante, relacionado com a fisiopatologia de várias doenças 
crônico-degenerativas (KIM et al., 2002; PHANIENDRA, JESTADI and 
PERIYASAMY, 2015).  
Assim, o desenvolvimento de fármacos com ação antioxidante e o 
nível de antioxidantes presentes nos alimentos vem sendo estudados, na busca 
de redução da oxidação biológica, da inflamação e de combate a algumas 
doenças cardiovasculares, doenças autoimunes, catarata, doenças 
neurodegenerativas, neuroisquêmicas, cirrose hepática e infecções virais 
(AMES, 1998; UZOGARA, 2000; ATKIN et al., 2005; YAMAGATA et al., 2010; 
RENDA et al., 2013). 
O estresse oxidativo é um importante fator a ser analisado no 
processo degenerativo da DP. Muitas reações celulares utilizam o oxigênio 
molecular para catálise e produção de energia. Essas reações produzem ERO 
ou radicais livres, como superóxido, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico (NO), 
que em altas concentrações são prejudiciais para as membranas celulares e 
podem ocasionar a morte celular (MILLER et al., 2009).  
O tecido cerebral é rico em catecolaminas e excepcionalmente 
vulnerável à geração de radicais livres. Por sua vez, a peroxidação lipídica 
ocasionada por ERO leva à perda progressiva da fluidez da membrana neuronal 
e aumenta a permeabilidade a íons cálcio, principalmente em regiões do cérebro 
tais como o hipocampo, SNc e corpo estriado, que são particularmente 
susceptíveis ao ataque por ERO, devido à presença de elevado teor de lipídios, 
alto consumo de oxigênio e níveis baixos de enzimas antioxidantes (SEVCSIK 
et al., 2011). 
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O NO é um gás altamente difusível, solúvel em lipídios e produzido 
por diferentes tipos celulares do organismo humano e de outros animais. Tem 
sido reconhecido como um mediador neuronal. A distribuição dos neurônios que 
apresentam o NO pode ser analisada por métodos histoquímicos (evidenciação 
de atividade da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase – NADPH-
d) e por métodos imuno-histoquímicos (evidenciação da enzima de síntese do 
óxido nítrico neuronal – NOS neuronal) (PADOVAN-NETO et al., 2015).  
No encéfalo, o NO apresenta uma grande variedade de efeitos 
biológicos, implicados no controle do fluxo sanguíneo e da expressão genética. 
O NO produzido pelos astrócitos e pelas terminações nervosas favorecem a 
adequação entre o fluxo sanguíneo vascular e a função parenquimatosa, já que 
os astrócitos fazem parte da bainha perivascular cerebral que regula a passagem 
de substâncias do sangue para o interstício cerebral (FREITAS et al., 2002). 
Como substância mediadora, o NO participa da comunicação 
neuronal, da plasticidade sináptica e modula a resposta neuronal do sistema 
visual, regula a sobrevivência e a morte celular, além de atuar como 
neurotransmissor. Por seus efeitos sobre a liberação de neurotransmissores 
como o glutamato, acredita-se que o NO tenha, juntamente com o monóxido de 
carbono, importante papel na formação da memória, no aprendizado, na 
agressividade e sexualidade. Inibidores de enzimas de síntese de NO atenuam 
as discinesias induzidas por L-DOPA sem comprometer a recuperação funcional 
promovida por este fármaco (PADOVAN-NETO et al., 2015). 
Na DP os danos causados pelo estresse oxidativo interferem nas 
funções celulares, tornando difícil determinar se o estresse oxidativo conduz, ou 
é uma consequência do processo degenerativo (WAKADE and CHONG, 2014). 
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No entanto, foi observado que ocorre aumento da expressão da enzima de 
síntese de NO, isoforma neuronal, bem como da atividade NADPH-d, em modelo 
experimental para estudo da DP e que a inibição da síntese de NO conferiu efeito 
neuroprotetor diminuindo a morte neuronal DA (GOMES, RAISMAN-VOZARI 
and DEL BEL, 2008). 
3.2.2 Neuroinflamação 
Estudos evidenciam que a inflamação constitui também outro 
mecanismo importante envolvido no desenvolvimento e progressão da DP. A 
resposta imune local no encéfalo depende da síntese de componentes 
inflamatórios pelas células microgliais, como citocinas pró-inflamatórias, 
prostaglandinas, ERO e ERN (BURGUILLOS et al., 2015).  
Neste contexto, foram identificados níveis elevados de citocinas pró-
inflamatórias, citocinas associadas à ativação de células T, citocinas anti-
inflamatórias e fatores de crescimento; uma das principais características que 
sustentam a relação entre neuroinflamação e DP, em estudos pré-clínicos com 
animais (CHEN et al., 2012; CHINTA et al., 2013). 
A ativação da micróglia pode dar início a diversas funções do sistema 
imune, tais como a fagocitose e produção de citocinas (FURR, MARRIOTT, 
2012). A ativação microglial leva à neuroinflamação, mediada pelas ERO’S, que 
provocam lesões nos astrócitos; que são células gliais relacionadas à barreira 
hemato-encefálica (BHE) (MAES, TWISK and RINGEL, 2012).  
Esta exposição à inflamação de forma crônica pode levar à 
persistência de alterações na função da dopamina dos NB, refletida clinicamente 
pela anedonia, ou seja, perda da capacidade de sentir prazer para realizar a 
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maioria das atividades; incluindo fadiga, lentidão psicomotora, redução da 
resposta neural à recompensa hedônica, diminuição de metabólitos de dopamina 
e aumento da captação pré-sináptica (SINGH et al., 2007; TORRES et al., 2013).  
Estudo de XIMENES et al. (2015) monstrou que a inflamação mediada 
por células microgliais e astrócitos é um processo que contribui para a morte de 
neurônios dopaminérgicos no encéfalo, utilizando modelo de estudo da DP pela 
aplicação de 6-OHDA, observada na expressão imunológica de macrófagos 
através de proteínas de filamentos intermediários do citoesqueleto, como a 
proteína fibrilar glial ácida (GFAP). 
Os astrócitos estão vulneráveis também ao estresse oxidativo. Neste 
sentido, enzimas responsáveis pela defesa antioxidante nos astrócitos, como 
superóxido dismutase, catalase e glutationa oxidada podem controlar a produção 
dos radicais livres quando em níveis normais. Quando os níveis destas enzimas 
estão baixos, os astróciotos ficam suscetíveis ao dano oxidativo, como 
observado em cultura de astrócitos hipocampais de ratos Wistar (BELLAVER et 
al., 2014, SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2014).  
A degeneração e atrofia astroglial têm sido detectadas nas fases 
iniciais de neuropatologias degenerativas (RODRIGUEZ et al., 2014), assim 
como, mudanças no citoesqueleto (actina) dos astrócitos têm sido relacionadas 
a funções como sinalização de cálcio, homeostase iônica e transporte de 
glutamato (SOUZA et al., 2013). 
Ainda quanto à atividade de enzimas, foi verificado que a galectina-3 
está ausente em cérebros saudáveis, mas presente em cérebros com inflamação 
em curso e foi monstrado também que ela é secretada por células microgliais, 
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liga-se ao receptor toll-like 4 (TLR4) e amplifica as reações que levam à 
inflamação (JING et al., 2015; BURGUILLOS et al., 2011; BURGUILLOS et al., 
2015).   
Desta forma, estudos utilizando os biomarcadores da inflamação, a 
exemplo das caspases e da galectina, poderão auxiliar no desenvolvimento de 
terapêuticas mais adequadas contra o processo inflamatório e suas possíveis 
consequências (MICHAUD et al., 2013). 
Em doenças neurológicas, como Alzheimer e Parkinson ainda não é 
possível confirmar se a inflamação constitui fator desencadeante destas, ou se 
as respostas inflamatórias contribuem para sua progressão. Apesar da ativação 
da micróglia induzir a liberação fisiologica de várias citocinas, tais como Fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α), Interleucinas, 1, 2 e 6 (IL1, IL2, IL6) e NO, ainda 
não está claro se ocorre ativação pró-inflamatória e/ou inibição anti-inflamatória 
na produção de lesão celular e degeneração neuronal (EDISON et al, 2013). 
3.2.3 Disfunções Mitocondriais 
As ERRO’S podem gerar lesão mitocondrial, lesão da membrana 
plasmática ou mesmo lesão no DNA celular. Estas lesões podem desencadear 
processos autoimunes, com a produção de citocinas pró-inflamatórias 
(MICHAUD et al., 2013).  
A maioria das ERO’S intracelulares são derivadas das mitocôndrias, 
a exemplo dos radicais superóxido que são produzidos em dois locais 
importantes na cadeia de transporte de elétrons, ou seja, complexo I (NADH 
desidrogenase) e complexo III (ubiquinona citocromo c redutase). Quando 
células neurais são comprometidas por um evento isquêmico, geralmente 
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entram em necrose, como também podem sofrer uma morte programada, por 
apoptose, na zona de penumbra vizinha (DU et al., 2013).  
De acordo com Gandhi e Wood (2005), toxinas ambientais podem agir 
por meio da inibição da cadeia respiratória mitocondrial causando seletiva 
degeneração dopaminérgica e acúmulo de inclusões citoplasmáticas com 
ubiquitina e alfa-sinucleína, no desenvolvimento da DP. 
3.2.4 Excitotoxicidade  
Uma das principais causas de morte celular é a excitotoxicidade 
induzida por glutamato, principal neurotransmissor excitatório, responsável por 
um terço de todas as sinapses do SNC. Concentrações excitotóxicas de 
glutamato causam a despolarização excessiva do neurônio pós sináptico, 
gerando distúrbios da homeostasia iônica e energética, com consequente 
aumento na concentração de cálcio intracelular. Assim, observa-se geração de 
radicais livres e lesão mitocondrial, podendo ser causa de morte celular (RUBIO-
OSORNIO et al., 2009).  
O glutamato e a proteína beta-amilóide podem também induzir 
acúmulo intracelular de peróxido de hidrogênio (H2O2) e ERO, causando danos 
às células neuronais. Então, a ação do H2O2 em mediar aceleração do influxo de 
cálcio e de interagir com ferro para gerar estresse oxidativo tem sido associados 
com doenças neurodegenerativas (OCCHIUTO et al., 2009). 
Já o ferro, metal fundamental para a homeostase do organismo, 
quando em excesso, passa a desencadear reações oxidativas, aumentando o 
estresse oxidativo. Um desequilíbrio entre a formação de radicais livres leva a 
alterações na conformação de proteínas e aumento de sua agregabilidade, à 
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formação de fibrilas e, por fim, à neurodegeneração (WICHMANN and DELONG, 
2003; HEISTERS, 2011; WANG et al., 2015).  
Os níveis de ferro no encéfalo estão significativamente aumentados 
nos pacientes com a DP e a deposição de ferro é observada na SN destes 
pacientes (YOU et al., 2015). 
Além disso, os achados sugerem que o aumento de ferro nigral 
exacerba os níveis de estresse oxidativo, que promove apoptose através da 
ativação de caspase (WAKADE and CHONG, 2014).  
3.2.5 Agonistas de Estrogênio como Fatores Neuroprotetores 
A prevalência da DP manteve-se inalterada durante os últimos 40 
anos e não há diferenças raciais evidentes, no entanto, a prevalência desta 
enfermidade foi apontada como maior em homens que em mulheres. A maior 
exposição a toxinas ocupacionais em indivíduos do gênero masculino e 
possíveis efeitos protetores do estrogênio, com propriedade antioxidante, para o 
gênero feminino, surgem como justificativas possíveis, conforme estudos 
experimentais pré-clínicos (MU et al., 2009; WIRDEFELDT et al., 2011).  
Assim, o estrogênio relaciona-se com a neuroproteção, regulando as 
vias de sinalização inflamatórias e de mediadores anti-apoptóticos, a exemplo 
do receptor de estrogênio acoplado à proteína G (GPER), incluindo a proteína 
quinase A (PKA), monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e expressão do 
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (AL et al., 2012). 
A PKA é conhecida por bloquear a apoptose através fosforilação de 
várias moléculas de sinalização, incluindo inibição da via de morte celular pela 
enzima caspase-9. Estes fatores, por sua vez, regulam a ativação ou inativação 
de sobrevivência celular e morte. Assim, há evidências de que a PKA esteja 
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ligada à sobrevivência de células neuronais e/ou morte celular, sendo esta 
proteína cada vez mais pesquisada nos acidentes vasculares cerebrais (AVC) 
(BRANN et al., 2012).  
3.3 Tratamento Medicamentoso da DP com a L-DOPA 
Os tratamentos disponíveis para a DP permitem tratar os sintomas e 
não existe nenhuma terapia disponível que possa reverter a progressão da 
doença, regenerar ou interromper a morte neuronal. Contudo, os sintomas 
podem ser controlados com a administração de drogas que têm por objetivo 
aumentar os níveis de DA no encéfalo ou simular os efeitos desse 
neurotransmissor (SINGH et al., 2007).  
As estratégias utilizadas para o tratamento da DP baseiam-se em 
terapias de reposição dopaminérgica (incluindo aquelas que visam gerir ou 
prevenir o aparecimento de complicações motoras), na identificação de drogas 
não dopaminérgicas e na descoberta de compostos para modificar o curso da 
doença (RUBIN et al., 2006; GEORGIEV et al., 2015).  
O tratamento medicamentoso para DP foi introduzido no final da 
década de 1960, por George Cotzias, com o uso do precursor da dopamina 3,4-
dihidroxifenilalanina (Levodopa ou L–DOPA), substância precursora da 
dopamina e permanece até os dias atuais como a droga mais utilizada no 
tratamento sintomático da DP (HEISTERS et al., 2011).  
Embora a L-DOPA seja considerada a droga mais efetiva para o 
controle dos sintomas motores, o uso prolongado leva ao aparecimento de 
complicações que envolvem discinesias (movimentos involuntários anormais) e 
flutuações motoras “on-off” (oscilações no desempenho de movimentos), 
especialmente nos estágios avançados da DP (OBESO et al., 2000).  
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No início do tratamento os pacientes com DP recebem doses baixas 
para minimizar os efeitos colaterais do medicamento, mas é necessário 
aumentar a dose de L–DOPA após o prazo inicial de 5 anos (DAUER and 
PRZEDBORSKI, 2003). Além desses problemas, pode ocorrer disfunção 
autonômica, congelamento da marcha, desequilíbrio e complicações 
neuropsiquiátricas em cerca de 40% dos pacientes.  
Segundo Rao et al. (2006) a L–DOPA é eficaz no controle da 
bradicinesia e na rigidez. No entanto, no que diz respeito à fala, ao reflexo 
postural e às alterações na marcha, a medicação é menos propensa a 
responder. A L-DOPA é administrada junto com a carbidopa para evitar a 
conversão periférica de L-DOPA em dopamina pela dopa-descarboxilase, 
aumentando assim o conteúdo de DA cerebral (RAMIREZ-GARCIA, PALAFOX-
SANCHEZ and LIMON, 2015).  
Após a administração da L-DOPA por via oral apenas uma pequena 
porção da dose penetra no SNC inalterada. Assim, é necessária uma dose 
elevada para obter o efeito desejado, consequentemente, ocorrem alguns efeitos 
colaterais como náuseas, vômitos, arritmias cardíacas, agitação, insônia, 
ansiedade e depressão estão associadas ao uso do L-DOPA (HEISTERS et al., 
2011).  
Além da L–DOPA, outras drogas são incluídas no tratamento da DP 
como agonistas de receptores de DA, selegilina, amantadina e inibidores da 
catecol-O-metiltransferase (COMT) (SINGH, PILLAY and YAHYA, 2007).  
Além de perturbações motoras, outros sintomas são encontrados na 
fase inicial da DP, como déficits na aprendizagem e memória, uma vez que a via 
nigro-estriato-cortical faz parte do circuito neuronal de processos cognitivos, 
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como exemplo da memória espacial de trabalho e mesmo quando os pacientes 
estão recebendo o tratamento com L-DOPA, a disfunção cognitiva pode 
aparecer (CAVAILLON, 2005; EDISON et al., 2013).  
Há evidências que radicais livres são gerados no metabolismo da 
dopamina formada por L-DOPA, a exemplo do óxido nítrico, que pode provocar 
danos nessa via através do estresse oxidativo (RAMIREZ-GARCIA, PALAFOX-
SANCHEZ and LIMON, 2015).  
Estes dados podem fornecer subsídios para a argumentação que o 
tratamento medicamentoso com L-DOPA provoca como um dos efeitos 
colaterais o déficit cognitivo (YOKOYAMA et al., 2011; RAO, HOFMANN and 
SHAKIL, 2006; BASTIDE et al., 2015).  
Na DP, o tratamento crônico com L-DOPA é acompanhado por um 
aumento nos níveis de homocisteína, o que implica um risco adicional para a 
doença em si e para o prejuízo cognitivo. Além disso, no metabolismo da 
homocisteína, as vitaminas B12, B6 e o folato estão envolvidos como co-fatores. 
A deficiência em um destes co-fatores pode contribuir para o aumento de 
homocisteína, o que exige a consideração de que é desejável a adição de 
suplementos de vitaminas envolvidas no metabolismo da homocisteína na dieta 
de pacientes com DP que estão recebendo tratamento com L-DOPA (MARTÍN-
FERNÁNDEZ, MARTÍNEZ and DIES, 2015). 
3.4 Prováveis candidatos a agentes neuroprotetores: Isoflavonoides 
Os Produtos naturais têm sido cada vez mais explorados pela 
população e pela área científica por apresentarem composição rica em 
substâncias diversificadas, importantes para a manutenção da saúde (SCHMITT 
et al., 2011, ALMEIDA et al., 2015), a exemplo dos isoflavonoides.  
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O efeito neuroprotetor dos isoflavonoides biochanina A, FORM, 
daidzeina e genisteina tem sido estudado em diversos modelos de lesão 
neuronal, pelo fato de estas substâncias possuírem ações antioxidante e anti-
inflamatória, e elas estão sendo utilizados na tentativa de desenvolvimento de 
possíveis tratamentos para várias patologias, inclusive doenças neurológicas, 
conforme demonstrado na tabela 1. 
Tabela 1: Ações neuroprotetoras descritas para isoflavonas. 
Referência Produto Modelo Efeitos sobre a lesão 
ARAS et al., 
2015 
Daidzeina Isquemia cerebral em 
ratos 
Redução da produção de espécies 
reativas de oxigênio: Aumento dos 
níveis de superóxido dismutase e 
fator de respiração nuclear 1 (NRF-
1); Diminuição no níveis de de 
malondialdeído e de expressão das 
caspases 3 e 9; Diminuição do dano 
tecidual. 








Diminuição da produção de óxido 
nítrico e nitritos, diminuição da 
expressão de iNOS e de IL-6, 
diminuição da fosforilação de MAPK 
p38 e da ativação NF- κβ 
STOUT et al., 
2013 
Daidzeina Acidente vascular 
encefálico em ratos 
Recuperação funcional 
RIVERA et al., 
2013 
Daidzeina Falha na neurogênese 
induzida por obesidade 
em ratos 
Diminuição da expressão de 
caspase 3 (apoptose), do fator de 
recompensa alimentar, de GFAP 
(ativação astroglial) aumento da 
proliferação celular no hipocampo 
YANG et al., 
2012 
Daidzeina Cultura de neurônios do 
gânglio da raiz dorsal 
Neuritogênese dependente de 
proteína quinase C, proteína 
quinase ativada por mitógeno e 
quinase reguladura de sinal 
extracelular (MEK/ERK) 
LIANG et al., 
2014 
Formononetina Isquemia induzida por 
oclusão arterial no 
encéfalo 
Diminuição da razão das proteínas 
cinases fosforiladas Bax (ativadora 
de apoptose) e Bcl-2 (inibidor da 
ativação de apoptose) e aumento da 
via de sinalização de fosfatidilinositol 
3-cinase (PI3K/Akt) 
LI et al., 2014 Formononetina Trauma encefálico em 
roedores 
Aumento das atividades glutationa 
peroxidase e superóxido dismutase, 
diminuição dos níveis de 
malonaldeido, ciclooxigenase 2 
(COX-2), TNF-α e as concentrações 
de IL-6, diminuição da hidrocefalia e 
lesão neural 
TIAN et al., 
2013 
Formononetina Neurotoxicidade induzida 
por agonista 
glutamatérgico N-metil-D-
asparato (NMDA) em 
neurônios corticais 
Diminuição do número de células 
em apoptopse, aumento da 
expressão de Bcl-2 e diminuição dos 
níveis de Bax e caspase-3. 
WANG et al., 
2015 
Biochanina A Lesão isquêmica em ratos Diminuição do volume do edema, 
melhora no desempenho funcional, 




mieloperoxidase (MPO), fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α) e IL-1β 
e da fosforilação da proteína 







neurônios em cultura 
expostos à toxicidade 
glutamatérgica 
diminuiu a apoptose 
 
Em adição, estudos tem monstrado a ação do H2O2 em mediar 
aceleração do influxo de cálcio e de interagir com ferro para gerar para o estresse 
oxidativo, foi reduzida com o pré-tratamento com o extrato de isoflavonas 
(OCCHIUTO et al., 2009; JIA et al., 2014; BAR-AMA et al., 2015; FUNAKOSHI-
TAGO et al., 2015).  
3.5 Formononetina (FORM) 
Os flavonóides são compostos fenólicos derivados de plantas que 
atuam em diferentes processos fisiológicos. De acordo com as características 
biossintéticas e químicas da FORM, ela é classificada como isoflavona 
(MANACH et al., 2004; AUYEUNG, LAW and KO, 2012; ANDERSEN et 
al.,2014). 
A FORM está presente em produtos naturais, como na própolis 
vermelha (Dalbergia ecastophyllum), trevo-dos-prados (Trifolium pratense ou 
canescens), soja (Glycine max), semente do linho ou linhaça (Linum 
usitatissimum), erva de São Cristóvão ou black cohosh (Cimifuga racemosa), 
astrágalo (Radix astragali), suco de uva (Vitis vinifera), chá verde (Camellia 
sinensis) e café (Coffea arabica) (CHEN et al., 2008; CAÍDO et al.,2011; CHEN 
et al., 2011; SAPOZHNIKOVA, 2014).  
As isoflavonas são os flavonoides com melhor perfil de 
biodisponibilidade. Após absorção intestinal, são rapidamente distribuídas para 
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os tecidos, a partir do plasma e eliminadas pelos rins e pela vesícula biliar 
(MANACH et al., 2004; ZHANG et al., 2010). 
O trevo vermelho tem sido a principal fonte de FORM atualmente, por 
ser cultivado principalmente como planta forrageira e com capacidade de 
produção em larga escala. Este trevo foi originalmente também utilizado para 
fins medicinais para o tratamento de alguns sintomas, tais como tosse e eczema. 
Nos últimos anos, tem sido utilizado na terapia de reposição hormonal alternativa 
do estrogênio na menopausa (PILSÁKOVÁ et al., 2010; KRÄHMER et al., 2013). 
Crescentes evidências sugerem que o estradiol e fitoestrógenos 
exercem efeitos neuroprotetores na isquemia cerebral focal e global. Estudo com 
FORM, como fitoestrogênio, mostrou melhorar a função cerebral em área lesada 
após isquemia cerebral em ratas ovariectomizadas (PRU et al., 2012).  
A FORM exibiu uma regulação positiva em receptores estrogênicos 
alfa (RE-α) e na atividade de proteína quinase A e B (PKA e PKB), que inibem 
processos de apoptose, os quais são responsáveis pela ativação ou inativação 
da permeabilidade mitocondrial aos íons cálcio e hidrogênio, no controle do pH, 
e na liberação de citocromo c no citosol da célula, que pode induzir a apoptose 
pela ativação das caspases 3 e 9 (PRU et al., 2012; CHEN et al., 2015).  
Assim, ao diminuir o acúmulo de ERO, as isoflavonas não só 
protegem a integridade das células, como também, podem atuar como agonistas 
de estrogênio, na ativação da via de sinalização intracelular, que conduz à 
ativação do fator de transcrição e ao gene de transcrição, que são 
potencialmente protetores da integridade da membrana mitocondrial neuronal 
(OCCHIUTO et al., 2009; PHANIENDRA, JESTADI and PERIYASAMY, 2015).  
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Os flavonoides são capazes de atenuar ou modificar a transmissão 
glutamatérgica (KLAFKE et al., 2012). Assim, os efeitos analgésicos descritos 
para a FORM em resposta ao glutamato podem estar relacionados com a sua 
atividade antioxidante (LIMA-CAVENDISH et al., 2015; FROZZA et al, 2013; 
RIGHI et al., 2011; AZEVEDO et al.,2013).  
Quanto à relação entre vascularização, inflamação e neuroproteção, 
em estudos com modelo animal de isquemia por oclusão da artéria cerebral 
média, observou-se que o tratamento com FORM preveniu a apoptose das 
células nervosas na área de penumbra de isquemia e inibiu a resposta 
inflamatória durante a fase aguda da inflamação. Desta forma, presume-se um 
mecanismo de proteção por tratamento com a FORM após revascularização (DU 
et al., 2013; ZHU et al., 2014; SCONCE et al., 2015). Em outro estudo, LAI et al 
(2013) demonstraram que a FORM previniu aumento do volume de edema 
cerebral, e melhorou o déficit neurológico, em modelo animal de isquemia.  
Outros trabalhos verificaram que a FORM contribui para prevenir a 
apoptose, através fosforilação de moléculas de sinalização, incluindo inativação 
genética do membro da família do gene Bcl-2 (BRANN et al., 2012; LIANG et al., 
2014; BIALESOVA et al., 2015). E ainda, estudo com ensaio biológico de 
extratos herbais que possuem esse flavonóide mostraram que a FORM 
proporcionou efeito antiamnésico mediado pela ação antioxidante (HAN, ZHANG 
and SKIBSTED, 2012).  
A FORM monstrou efeito na prevenção da neurodegeneração, 
comparável ao da curcumina, atribuído à propriedade antioxidante (AGRAWAL 
et al., 2012); e semelhante ao da sesamina como adjuvante na terapêutica na 
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DP, ao reduzir a citotoxicidade através da inibição de caspase-3 em sistemas 
neuronais dopaminérgicos, em modelo animal (PARK et al., 2014). 
Quanto à metabolização biológica, a FORM apresenta a vantagem de 
ser absorvida por via oral, mesmo havendo a conversão em daidzeína por 
primeira passagem hepática ou em segunda passagem por via intraperitoneal, 
sendo esses flavonoides geralmente conjugados no fígado e, em menor medida 
nos rins. Assim, estas substâncias são excretadas na bile e na urina, não 
havendo acúmulo ou retenção orgânica (PETERSON and J. DWYER, 1998). 
3.6 Modelo in vivo de lesão da via nigroestriatal pela aplicação de 6- 
hidroxidopamina (6-OHDA) 
Na tentativa de avaliação de possibilidades terapêuticas e de 
compreensão do processo de patogenicidade da DP, vários modelos 
experimentais para estudo da doença em animais foram desenvolvidos, e são 
divididos entre aqueles que utilizam neurotoxinas ou aqueles que utilizam a 
expressão de mutação genética (PENG and ANDERSEN, 2010). Uma 
característica comum a todos é a sua capacidade para produzir estresse 
oxidativo e causar morte celular neuronal (BOVÉ, 2012; ZHAO et al.,2015).  
Como apenas menos de 10% dos casos de PD são devidos a 
mutações genéticas, ao passo que a grande maioria dos casos de DP surge 
como esporádica, ou seja, de origem desconhecida, os modelos genéticos são 
menos utilizados, além de não serem seletivos na morte neurônios 
dopaminérgicos (DAWSON and DAWSON, 2010). 
O modelo de aplicação de 6-OHDA apresenta a vantagem de precisão 
do seu efeito e facilidade de quantificação da anomalia motora em animais. 
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Embora a estrutura da 6-OHDA seja semelhante à da dopamina, facilitando seu 
acesso ao interior celular por receptação pelos neurônios DA, a presença de um 
grupo hidroxila adicional faz com que ela seja tóxica para os neurônios 
dopaminérgicos. A 6-OHDA não atravessa a barreira hematoencefálica, o que 
exige sua injeção direta no SNC. Assim, animais como, ratos, camundongos, 
gatos, cães e macacos são todos sensíveis à ação da 6-OHDA. Nestes, a 
neurotoxina 6-OHDA, quando injetada no estriado dorsal (núcleos 
caudado/putâmen, CPu), induz lenta e progressivamente a lesão parcial da via 
nigroestriatal de forma retrógrada durante um período que pode variar de três a 
várias semanas, dependendo da dose utilizada (TIEU, 2011).  
Assim, o método de aplicação de 6-OHDA foi o eleito no presente 
trabalho, a fim de obter um perfil de lesão progressiva que mais se assemelha 
ao quadro da DP (SUN et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2013; BLESA et al., 
2015). 
4.MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Ensaios químicos para avaliação de atividade antioxidante in vitro 
      O presente estudo realizou a análise da atividade antioxidante in vitro 
de FORM em comparação com as vitaminas A e E, de forma isolada e 
combinada. 
Dentre os métodos usados para determinar a atividade antioxidante 
em extratos e substâncias isoladas, foram eleitos os métodos colorimétricos 





4.1.1 Concentração Inibitória (IC50) 
Para análise, foi utilizada a concentração inibitória (IC50), quantidade 
de antioxidante necessária para reduzir a concentração inicial de radical livre 
(DPPH, ABTS e FRAP) em 50% (IC50). Os valores de absorbância em todas as 
concentrações testadas foram convertidos em porcentagem de atividade 
antioxidante (AA), determinada pela Equação (CHEN et al., 2011): 
%AA/EqVit C={[Abscontrole–(Absamostra–Absbranco)]x100}/Abscontrole 
Onde, %AA corresponde ao percentual de redução do radical livre 
relacionado ao equivalente (Eq) em vitamina C (Vit C) e em Trolox, tomadas 
como referência de ação antioxidante (VAN DEN BERG et al., 1999); 
Abscontrole foi a absorbância inicial da solução do radical livre (controle 
negativo) e Absamostra foi a absorbância da substância reacional entre o radical 
livre e a vitamina C (controle positivo); e Absbranco resulta da absorbância da 
substância reacional entre o radical livre e o antioxidante em análise. 
A avaliação quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo 
metodologia descrita na literatura, com pequenas modificações, monitorando-se 
o consumo do radical livre (DPPH, FRAP e ABTS) pelas amostras, através da 
medida do decréscimo da absorbância de soluções de diferentes concentrações. 
Estas medidas foram feitas em espectrofotômetro UV-Vis no comprimento de 
onda correspondente ao radical DPPH=517 nm; ao FRAP=593 nm e ao 
ABTS=734 nm, utilizando-se como controle positivo a vitamina C e o Trolox 





4.1.2 Método DPPH 
Na avaliação da atividade antioxidante de substâncias, um dos 
métodos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 
livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila - DPPH•, de coloração azul violáceo que 
absorve no comprimento de onda de 517 nm, por ação de um antioxidante ou 
uma espécie radicalar (R•). O DPPH• foi reduzido, formando difenil-picril-
hidrazina, variando a coloração de azul violácéo a azul claro, com consequente 
diminuição da absorção, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da 
absorbância. A partir da solução estoque de 3 mL, em diferentes concentrações, 
acrescentou-se 0,75 mL da solução de DPPH e aferiu-se as absorbâncias com 
tempo de 15 minutos de estabilização no escuro. A partir dos resultados de 
absorbância obtidos, determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante ou 
sequestradora de DPPH• remanescente no meio reacional, após leitura no 
espectrofotômetro em comprimento de onda 517 nm. 
A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde à 
quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante. Assim, quanto maior foi o 
consumo de DPPH por uma amostra, menor foi a sua IC50 e maior a sua 
atividade antioxidante (WOOTTON-BEARD, MORAN and RYAN, 2011).  
4.1.3 Método ABTS 
Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante 
é através da captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 
sulfônico) (ABTS), que pode ser gerado através de uma reação química, 
eletroquímica ou enzimática, que apresenta cor azul esverdeado, com a adição 
de um antioxidante, ocorre a redução do ABTS·+ a ABTS promovendo a perda 
da coloração do meio reacional. O método é aplicável ao estudo de antioxidantes 
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hidrossolúveis e lipossolúveis, compostos puros e extratos vegetais. O radical 
ABTS·+ foi preparado a partir da reação de 5 mL da solução estoque de ABTS 
com 88 mL da solução de persulfato de potássio. A mistura foi mantida no 
escuro, à temperatura ambiente, por 12-16 horas. Em seguida, foi diluído 1 mL 
desta mistura em etanol P.A. até se obter uma absorbância de 0,70 (± 0,02), num 
comprimento de onda de 734 nm. A solução foi preparada e utilizada no mesmo 
dia da análise (FALLEH et al., 2011). 
Desta forma, adicionou-se uma alíquota de 30 L de cada diluição 
para análise, em 3,0 mL do radical ABTS+, em ambiente escuro. Em seguida, 
homogeneizou-se e procedeu-se à leitura das absorbâncias após 6 minutos de 
repouso num comprimento de onda de 734 nm (THOO et al., 2013). 
4.1.4 Método FRAP 
O método baseia-se numa reação redox, em que os antioxidantes 
atuam como redutores, e um oxidante facilmente reduzido (Fe3 +) é utilizado em 
excesso estequiométrico, resultando num complexo de ferro, com cor azul. O 
reagente FRAP foi obtido a partir da combinação de 25 mL de tampão acetato 
0,3 M, 2,5 mL de uma solução de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM e 
2,5 mL de uma solução aquosa de cloreto férrico 20 mM (WOOTTON-BEARD, 
MORAN and RYAN, 2011; ZHANG et al., 2010).  
O ensaio FRAP foi realizado por adição de 90L de amostra em 2,7 
mL de reagente FRAP e 270 L de água destilada; incubando-se durante 15 
minutos no escuro, em temperatura ambiente. Em seguida, a absorvância foi lida 




4.1.5 Equipamento       
Foi utilizado um espectrofotômetro digital da marca Hach, modelo 5000 
UV-VIS. 
4.1.6 Reagentes 
Os reagentes na preparação do radical livre de DPPH, ABTS e FRAP 
e como também o trolox foram todos obtidos a partir de Sigma-Aldricsh. As 
substâncias testadas foram: vitamina A, vitamina C, vitamina E, obtidas da 
Janssen-Cilag Farmacêutica (São Paulo, SP, Brasil) e a formononetina, obtida 
da Xi’an Olin Biological Technology CO., LTD (Xi’an, China) com 98% de pureza. 
O etanol a 70% foi o solvente utilizado na preparação de diluições de 
concentrações diferentes, por ter a capacidade de dissolver os diferentes grupos 
de compostos antioxidantes, sem influenciar sua atividade antioxidante. 
Verificou-se que em soluções, o etanol (PA ou aquoso) foi o melhor solvente 
para preparar as amostras de flavonóides e compostos fenólicos (NUR et al., 
2012; BANGOURA, NSOR-ATINDANA and MING, 2013). 
4.1.7 Preparação de Amostras 
As soluções foram preparadas na faixa de 0,035-0,283 mg/mL, com os 
compostos isolados e combinados, preparados nas mesmas quatro 
concentrações: 0,035; 0,177; 0,236; 0,283 (em mg/mL), dissolvidos em etanol a 
70% e os ensaios foram realizados em triplicata.  
Assim, as soluções foram preparadas nas mesmas concentrações para 
análise comparativa com vitamina C e com trolox (KIM et al., 2002; CHEN et al, 
2011; NUR et al., 2012). 
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4.2 Ensaio biológico in vivo 
As amostras deste estudo foram compostas por ratos Wistar (250g ± 30g) 
adultos machos, provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes. Os 
animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas 
diariamente, mantidos à temperatura controlada de 22°C, em regime de luz com 
ciclo claro-escuro de 12 horas e água e dieta padrão Labina ® (Purina, São 
Paulo, Brasil) ad libitum. 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes 
do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) com 
aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Tiradentes 
(CEUA/UNIT/SE), sob parecer consubstanciado n° 020912. 
Foram usadas as seguintes drogas e reagentes: Anticorpo primário antiTH 
foi adquirido junto à Santa Cruz Biotechnology (Salvador, BA, Brasil) enquanto o 
kit de revelação com anticorpo secundário (anti rabbit, Vector Laboratories) foi 
obtido da Klonelife Brasil. A formononetina foi obtida da Xi’an Olin Biological 
Technology CO, LTD (Xi’an, China) com 98% de pureza. 
4.2.1 Desenho Experimental 
Os grupos experimentais foram definidos com distribuição de 5 ratos 
Wistar em cada grupo. Os grupos foram constituídos da seguinte forma:  o 
primeiro grupo foi formado por animais que foram submetidos aplicação da toxina 
6-OHDA por meio de cirurgia estereotáxica e que foram tratados com solução 
salina i.p; o segundo grupo foi formado por animais que foram submetidos a a 
microinjeção de solução salina no estriado dorsal e que foram tratados com 
solução salina; o terceiro grupo recebeu aplicação de 6-OHDA foi tratado com 
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formononetina na dose de 10 mg/kg, o quarto grupo também recebeu aplicação 
da 6-OHDA e foi tratado com formononetina na dose de 20 mg/kg, com volume 
de 2,5 mL injetados i.p. em todos os grupos.  
O tratamento com formononetina foi realizado diariamente durante as 
duas semanas consecutivas a partir do dia da lesão por via i.p. Foram realizados 
testes comportamentais aos vinte e um (21) dias e eutanásia aos vinte e oito (28) 
dias após a lesão, para análises histológicas. Tais tempos foram escolhidos 
levando-se em conta o período de progressão da neurodegeneração e 
estabelecimento de morte neuronal passível de avaliação comportamental e 
histológica, conforme descrito por Khan et al. (2012). 
Neste estudo, assim como citado em estudos anteriores, com modelo 
experimental para estudo da DP pela aplicação de 6-OHDA, o tempo necessário 
para a progressão da morte neuronal e observação de possíveis sintomas foi de 
14 a 21 dias, (BLANDINI et al., 2007; XIMENES et al., 2015), para que fosse 
possível observar a diminuição da função motora, avaliada pelos parâmetros de 
exploração e elevação nos testes de comportamento (WANG et al., 2011).  
Desta forma, para este estudo, os animais foram submetidos a 
cirurgia estereotáxica. Já no primeiro dia foi iniciado o tratamento e mantido 
durante todo o período do ensaio biológico. O teste comportamental de campo 
aberto, foi realizado após 21 dias de cirurgia e a eutanásia com 28 dias de 
tratamento. Seguindo recomendações da literatura, os animais do presente 






Tabela 2: Esquema representativo da linha do tempo de tratamentos e 
procedimentos ocorridos em cada período de tempo, em dias. 
4.2.2 Lesão da via nigroestriatal causada pela aplicação intraestriatal da 
toxina 6-OHDA 
A injeção intracerebral de 6-OHDA ou veículo (solução salina 
contendo ácido ascórbico a 0,02%) foi realizada por meio de cirurgia 
estereotáxica, (GOMES, RAISMAN-VOZARI and DEL BEL 2008; KAHN et al., 
2012).  
Dia 1 - Cirurgia  Dia 21 - Teste Comportamental
Dia 28 - Eutanásia 
e Histoquímica
Tratamento: 
Grupo A = lesão 6-OHDA tratado com solução 
salina
Grupo B = sem lesão tratado com solução salina
Grupo C = lesão 6-OHDA tratado com FORM 10 
mg/kg














Os animais foram anestesiados previamente com um mistura de 
ketamina e xilazina (100 e 14 mg/kg, respectivamente, i.p., 1 mL/kg). Após 
anestesia, foi realizada a tricotomia na região dorsal da cabeça, onde foi 
administrada injeção subcutânea local de 0,2 mL de lidocaína a 3% contendo 
epinefrina a 2%.  
Os parâmetros utilizados (lado direito) para microinjeção de solução 
de 6-OHDA (10 µg em 2 µL) ou de salina contendo 0,02% de ácido ascórbico no 
estriado foram: −0,5 mm ântero posterior e -2,5 mm lateral ao Bregma e 
dorsoventral – 4,5 mm em relação à caixa craniana, através de coordenadas 
estereotáxicas, conforme adaptação do estudo de KAHN et al., (2012), utilizando 
uma cânula acoplada a micro seringa Hamilton (50 µL), com auxílio de bomba 
de infusão (Insight, Ribeirão Preto, Brasil) a uma velocidade de de 0,5 μL/min. 
A cânula foi deixada no local por um período adicional de 2 min a fim 
de evitar refluxo das soluções.  Ao final da cirurgia, a pele foi suturada, foi 
aplicada injeção intramuscular de pentabiótico veterinário para animais de 
pequeno porte (Forte Dodge Saúde Animal LTDA, 0,2 mL) e os animais foram 
aquecidos por uma lâmpada de 60W até recuperação da anestesia.  
4.2.3 Avaliação da função motora 
Aos vinte em um (21) dias após cirurgia foi realizado o teste de campo 
aberto. O teste consiste na mensuração de comportamentos ao se colocar um 
animal em espaço novo aberto, sendo a fuga do mesmo evitada pelas paredes 
que o circundam. Este teste pode ser utilizado para avaliação da atividade 
motora e do estado emocional dos animais. Adicionalmente, permite prever a 
intensidade da lesão produzida pela 6-OHDA uma vez que os animais 
efetivamente lesionados iniciam a exploração preferencialmente para o lado 
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homolateral à lesão (WANG et al., 2011). Os parâmetros avaliados foram: (1) a 
frequência dos comportamentos de exploração horizontal ou crossing - número 
de quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas; (2) elevações ou 
rearing - exploração vertical com a manutenção do animal apenas sobre as patas 
posteriores, os quadrantes de locomoção efetuada pelo animal; (3) se ipsi 
(ambulações para a direita) ou (4) contralateral (ambulações para a esquerda) à 
lesão, (5)  tempo de latência para início do movimento e o (6) tempo de 
imobilidade.  
Foi utilizada uma arena, que consistiu numa área quadrada de 72 cm de 
lado, com paredes revestidas por fórmica de cor branca de 49 cm de altura, 
subdividida em quadrantes de 100 cm² cada (HONGXING et al., 2007; O’LEARY 
et al., 2013). 
Cada animal foi avaliado individualmente durante 5 minutos, sob filmagem 
para análise com maior precisão. Entre o teste de um animal e outro, o 
equipamento foi limpo com etanol a 20% para evitar a influência do cheiro do 
animal anterior. 
4.2.4 Avaliação histológica 
Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, os encéfalos 
foram retirados por dissecção e foram acondicionadas individualmente em 
coletores com solução de formol tamponado a 10% (formalina) com a devida 
identificação.  O processamento histológico do material foi realizado sete (7) dias 
após coleta; o qual foi desidratado em série alcoólica crescente, diafanizado em 
série de xilóis, e incluído em parafina sob a forma de blocos.  
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Os blocos rígidos foram levados ao micrótomo, para fornecer os 
cortes de 5µm de espessura coletados em água aquecida e dispostos em 
lâminas previamente gelatinizadas. Foram obtidos cortes da região da 
substância negra compacta e do núcleo estriado, de acordo com o Atlas de 
Paxinos e Watson (2005). Para cada animal, foram obtidos, em média, 15 cortes 
encefálicos intercalados de cada região (do estriado e da substância negra), de 
modo a representar toda a extensão rostrocaudal das estruturas.  
Após os cortes, as lâminas foram secas em estufa a 37ºC antes da 
realização dos procedimentos histológicos e de imunohistoquímica. Assim, os 
cortes foram destinados à identificação na presença da enzima tirosina-
hidroxilase (TH), para imunohistoquímica, e com a coloração de hematoxilina-
eosina (HE), para avaliação morfológica e da resposta inflamatória. 
As quantificações foram realizadas por meio de análise de imagens 
utilizando microscópio Olympus CX31 acoplado à câmera fotográfica Olympus. 
4.2.4.1 Reação Imunohistoquímica 
A imunohistoquímica é um método usado para o estudo de proteínas, 
mantendo-se seu contexto anatômico. Para tanto, foi utilizado anticorpo 
específico dirigido ao antígeno, a enzima TH, para verificação de morte neuronal 
dopaminérgica. Esta enzima participa da etapa limitante da síntese da dopamina 
e é utilizada como marcador de neurônios dopaminérgicos remanescentes (WU 
and JOHNSON, 2011). 
Os cortes do mesencéfalo contendo a SNc foram submetidos ao 
bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 a 0,3% por 30 minutos, à 
recuperação antigênica realizada pela exposição a dois ciclos de 10 minutos em 
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forno de micro-ondas em potencia alta, ao bloqueio da marcação inespecífica 
pela incubação com soro albumino-bovino 2% durante duas horas e à incubação 
com anticorpo primário anti TH (feito em coelho, Santa Cruz Biotechnology, 
1:100 a 4ºC durante 18 horas).  
Para aumentar a visualização da ligação foi empregado o método de 
marcação indireta: enxágue das seções, incubação com anticorpo secundário 
anti coelho (1:500) e com o complexo avidina-biotina-peroxidase (1:150), ambos 
(Kit ABC, Vectastain, Vector Laboratories®) durante duas horas em temperatura 
ambiente. A relevação foi realizada com tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina 
(DAB) na proporção de 10 mg de DAB para 20 ml de tampão e 3ul de H2O2 por 
10 minutos. Ocorre uma reação de oxidação, formando um composto insolúvel, 
corado marrom e elétron denso que se deposita, marcando assim a localização 
do antígeno. Entre os procedimentos citados as secções foram lavadas em 
tampão fosfato (PBS) 0,1M. Todos os procedimentos foram realizados sob 
agitação. 
Para quantificação do número de células na substância negra 
compacta as imagens foram capturadas das lâminas usando câmara Olympus 
C-7070, acoplada a microscópio Olympus CX31. O campo visualizado foi salvo. 
O número de células que apresentaram marcação positiva foi contado em toda 
a extensão da SNc do lado lesionado em cada corte obtido e os resultados foram 
apresentados como porcentagem de neurônios remanescentes em relação ao 
lado contralateral (intacto), a fim de diminuir a influência de variações individuais 





4.2.4.2 Avaliação estrutural e da resposta inflamatória 
Para análise das características histomorfológicas associadas ao 
processo inflamatório no estriado, foram analisadas as secções histológicas do 
estriado coradas em HE, observando-se os critérios de intensidade, tipo do 
infiltrado inflamatório e hiperemia. A reação inflamatória foi determinada quanto 
à intensidade da reação e foram atribuídos escores de 1 a 3, de acordo com o 
seguinte padrão (XIMENES et al. 2015): 
- 1 (grau agudo) – O infiltrado inflamatório/hiperemia pode ser 
observado em menos de 10% do tecido; 
- 2 (grau moderado) – Presença de infiltrado/hiperemia em 10 a 50 % 
do tecido; 
- 3 (grau severo) – O infiltrado inflamatório/hiperemia ocorre em mais 
de 50% do tecido. 
O tecido foi analisado também com relação à presença de outras 
alterações histopatológicas (LI et al., 2013). Foram observadas diferenças entre 
os grupos quanto ao aspecto quantitativo e morfológico dos neurônios 
remanescentes, em relação à presença de aglomerados de células da micróglia 
e com relação à uniformidade na distribuição de células. 
Para que a análise histológica fosse realizada às cegas quanto ao 
grupo experimental, os códigos de identificação de cada lâmina foram cobertos 





4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados do ensaio químico foram apresentados como valor de IC50 
com intervalo de confiança de 95% (IC 95%), obtido por meio de regressão não-
linear. Foi realizada análise de variância de uma via (One-way ANOVA), seguida 
do pós-teste de Tukey. 
Para avaliação da atividade neuroprotetora (teste de comportamento e 
avaliação imunohistoquímica), os dados foram expressos como média e erro 
padrão da média (EPM) e foi realizada a análise de variância de uma via (One-
way ANOVA), seguida do pós-teste de Tukey. Para análise do padrão da 
resposta inflamatória, as médias entre os grupos foram comparadas por meio do 
teste de Kruskal-Wallis com extensão de Dunn.  
As diferenças foram consideradas significativas para valores de P < 
0,05. Foi utilizado o programa GRAPHPAD Prism 5.0 (Intuitive Software for 
Science, San Diego, CA). 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Resultados dos ensaios in vitro 
Os compostos foram preparados nas mesmas concentrações para 
análise comparativa com vitamina C e com trolox, sendo estes utilizados como 
controles positivos (NUR et al., 2012). Quanto ao comprimento de onda, foi 
utilizado para a análise em cada método o recomendado pela literatura. Apenas 
para o método de DPPH, o comprimento de onda a ser usado foi confirmado por 
varredura em espectrômetro, devido a diferentes comprimentos de onda 
referidos na literatura; 515nm, 516nm e 517nm (KIM et al., 2002; NUR et al., 
2012; CAVAR et al., 2012; DU et al., 2013).  
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Assim, após varredura, foram observados dois picos de ondas, 
conforme figura 2. A primeira onda correspondeu à absorbância do solvente, 
etanol a 70%, e o segundo correspondeu ao comprimento da maior absorbância 
do radical livre. A leitura confirmou o comprimento de onda a 517nm por 
digitalização para a DPPH e absorção de 2.421, utilizado como controle negativo. 
 
Figura 2: Determinação do comprimento de onda do radical livre DPPH. 
Verificação do comprimento de onda em 517 nm e absorbância de 2,421 do radical livre 
DPPH no Espectrofotômetro Hach 5000 UV-VIS. 
Os resultados obtidos experimentalmente para os compostos isolados 
e para as combinações destes foram comparados. As diferenças significativas 
resultantes dessas comparações foram estabelecidas como aditivas ou não 
(MILOS and MAKOTA, 2012; PAN, ROHAN and TIKEKARB, 2013).  
As IC50 através dos métodos ABTS, DPPH e FRAP permitiram a 
verificação da atividade antioxidante (WOOTTON, BARBA and RYAN, 2012; 
CAVAR, 2012). Todos os valores de IC50 encontraram-se abaixo de 10 M. Em 
conformidade com estudos anteriores, sugere-se que todos os compostos 
testados exibiram atividade antioxidante (LI et al., 2014). 
No teste DPPH, os maiores valores de IC50 foram encontrados para a 
vitamina E, o que sugere menor ação antioxidante em relação às demais 
substâncias testadas de forma isolada ou combinada (todos os valores de p < 
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0,001). A FORM mostrou resultados semelhantes aos da vitamina A (p > 0,05). 
Em adição, a combinação de FORM com a vitamina A promoveu diminuição 
significativa dos valores de IC50 em comparação a estas substâncias testadas 
de forma isolada (ambos os valores de p < 0,001). Já a combinação de FORM 
com a vitamina E promoveu aumento (p < 0,001) da ação antioxidante apenas 
em relação à vitamina E isolada (Figura 3, F 4 - 49 = 52,69, p < 0,0001, ANOVA 
de uma via seguida do pós-teste de Tukey).  
 
Figura 3: Resultados do teste DPPH. Letras diferentes indicam valores 
estatisticamente distintos. FORM: formononetina; VA: vitamina A; VE: vitamina 
E; Eq Trolox: equivalente de Trolox (p > 0,05). 
No teste ABTS os valores de IC50 da FORM foram semelhantes aos 
das vitaminas A e E e este perfil não foi modificado pela combinação de FORM 
com a vitamina E (p > 0,05). Por outro lado, a combinação de FORM com a 
vitamina A promoveu diminuição significativa dos valores de IC50 em 
comparação a todas as outras substâncias testadas (p < 0,001 em relação à 
FORM, à vitamina A e à vitamina E, p < 0,01 em relação à combinação de FORM 
com vitamina E) isoladas ou combinadas (Figura 4, F 4 - 49 = 12,07, p < 0,0001, 
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ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Tukey). O método ABTS apresenta 
vantagem em relação ao outros, por poder ser utilizado tanto para amostras 
hidrossolúveis quanto lipossolúveis (FROZZA et al., 2013; ZHANG et al., 2010). 
 
 
Figura 4: Resultados do teste ABTS. Letras diferentes indicam valores 
estatisticamente distintos. FORM: formononetina; VA: vitamina A; VE: vitamina 
E; Eq Trolox: equivalente de Trolox (p > 0,05).  
 No teste FRAP os valores de IC50 da FORM foram semelhantes 
aos das vitaminas A e E (p > 0,05). A combinação de FORM com ambas as 
vitaminas resultou em valores significativamente menores (valores de p < 0,001) 
quando comparados às substancias testadas de forma isolada (Figura 5, F 4 - 49 





Figura 5: Resultados do teste FRAP. Letras diferentes indicam valores 
estatisticamente distintos. FORM: formononetina; VA: vitamina A; VE: vitamina 
E; Eq VitC: equivalente de vitamina C (p > 0,05).  
Além disso, a combinação de FORM e vitamina A promoveu efeito 
aditivo, indicativo de atividade antioxidante maior em conjunto, do que a ação 
das mesmas isoladas em todos os métodos aplicados.  
Considerando o papel do estresse oxidativo na DP e o conhecido efeito 
neuroprotetor da vitamina A e da FORM em estudos pré-clínicos para a DP (YIN 
et al., 2012; ULUSOY et al., 2011; ONO et al., 2007), suscita-se a possibilidade 
de realização de outros estudos com a utilização desta combinação para fins 
terapêuticos no tratamento da DP. 
Já a combinação de FORM com a vitamina E promoveu efeito aditivo 
no método FRAP, que mede a capacidade de redução dos íons de ferro. Nota-
se outro aspecto pertinente à fisiopatologia da DP, onde aumento de ferro nigral 
exacerba os níveis de estresse oxidativo, que promove apoptose através da 
ativação de caspases, conforme estudo de WAKADE and CHONG, (2014). 
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Outros autores verificaram que a suplementação vitamínica com a 
vitamina E promoveu efeito neuroprotetor contra a peroxidação lipídica de 
axônios e de neurônios piramidais cerebelares em modelos animais e reduziu a 
progressão da degeneração neuronal em pacientes com DP, possivelmente 
pelas características lipofílicas da vitamina E e seus benefícios sobre a 
mielinização neuronal (MAHYAR, SUDEEP and ALI, 2005; ULATOWSKI et al., 
2014; NEVES et al., 2015).  
Também tem sido descrita a interação da vitamina E com outros 
antioxidantes, em especial com os flavonoides, que favorecem o processo de 
recuperação em reações de oxirredução da vitamina E nos tecidos biológicos e 
melhor utilização desta nos mecanismos antioxidantes (ARIFFIN et al., 2011; 
THOO et al., 2013). 
Estudo anterior demonstrou que as vitaminas A, E e C quando 
combinadas reduziram os valores de IC50, dado indicativo de potencialização da 
ação antioxidante das mesmas. Assim, o efeito da combinação destas vitaminas 
com a FORM a, verificado no presente trabalho, foi quantitativamente similar ao 
encontrado para a combinação das vitaminas entre si, nos ensaios in vitro da 
literatura (LIU et al., 2008).  
Tais dados fortalecem o pressuposto de potencialização das 
propriedades antioxidantes dos compostos quando combinados e a 
possibilidade de ampliar a regeneração das vitaminas nas reações de 
oxirredução em tecidos biológicos com a presença da isoflavona FORM 
(ARIFFIN et al., 2011, MORETTI et al., 2012).  
58 
 
Adicionalmente, estudos sobre o uso da vitamina C em associação com 
as vitaminas A e E têm demonstrado efeito sinérgico destas e redução da 
depressão, possivelmente por ter sido observado redução dos níveis de 
catalase, glutationa e superóxido dismutase em áreas frontais corticais e no 
hipocampo, e redução da excitotoxicidade (SATO, SAITO and KATSUKI, 1993; 
BANO and PARIHAR, 1997; KUMAR, KUHAD and CHOPRA, 2011; 
SANACORA, TRECCANI and POPOLI, 2012). 
Assim, a interação entre vitaminas e formononetina observada no 
presente estudo, pode ser importante para o efeito biológico integrado, uma vez 
que os carotenóides podem ser regenerados dos seus radicais catiônicos, e que 
a regeneração das membranas biológicas pode ser mais eficiente na presença 
de flavonóides (PETERSON and DWYER, 1998; HAN, ZHANG and SKIBSTED, 
2012). 
5.2 Resultados dos ensaios in vivo 
No presente estudo, a aplicação de 6-OHDA promoveu diminuição no 
número médio de explorações (crossing) em relação ao grupo que recebeu 
salina (p < 0,05) e este efeito foi modificado pelo tratamento com a formonoentina 
na dose de 20 mg/Kg (p < 0,001).  
Além disso, foi observada diferença entre as doses administradas (p < 
0,05), sendo que o grupo tratado com FORM a 10 mg/Kg mostrou valores 
similares ao grupo lesionado (p > 0,05), enquanto que os valores do grupo 
tratado com a dose de 20 mg/Kg foram semelhantes aos do grupo não lesionado 
[ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (F 3-27 = 8,593, p = 0,0005), figura 
6 A].  
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Com relação ao número médio de elevações (rearing), a aplicação de 
6-OHDA promoveu diminuição no número médio de explorações (crossing) em 
relação ao grupo que recebeu salina (p < 0,05) e este efeito foi modificado pelo 
tratamento com a FORM na dose de 20 mg/Kg (p < 0,001). O grupo tratado com 
FORM20 mostrou valores similares aos do grupo não lesionado, enquanto o 
grupo tratado com FORM10 não apresentou diferenças significativas em relação 
a nenhum outro grupo (p > 0,05) [ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey 
(F 3-26 = 8,243, p = 0,0007), figura 6 B].  
Foi observado aumento significativo do tempo de latência para início 
do movimento nos grupos lesionados tratados com veículo e com FORM a 10 
mg/Kg em relação ao grupo não lesionado (ambos com p < 0,01). O tratamento 
com FORM na dose de 20 mg/Kg diminuiu o tempo de latência quando 
comparado aos grupos lesionados tratados com veículo e FORM a 10 mg/Kg 
(ambos com p < 0,05) e mostrou valores semelhantes ao grupo não lesionado (p 
> 0,05) [ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (F 3-16 = 9,611, p = 
0,0013), figura 6 C].  
O tempo de imobilidade durante o teste também foi maior nos grupos 
lesionados tratados com veículo e com FORM a 10 mg/Kg em relação ao grupo 
não lesionado (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). O tratamento com FORM 
na dose de 20 mg/Kg diminuiu o tempo de latência quando comparado aos 
grupos lesionados tratados com veículo e FORM a 10 mg/Kg (p < 0,05 e p < 
0,01, respectivamente) e mostrou valores semelhantes ao grupo não lesionado 
(p > 0,05) [ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (F 3-16 = 9,050, p = 
0,0017), figura 6 D]. 
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A direção preferencial para realização de movimentos no sentido 
homolateral à lesão, neste caso para a direita (ambulações para a direita), 
fornece um indicativo da efetividade da lesão, pois os animais lesionados tendem 
a mover-se em círculo neste sentido. Isso decorre da depleção dopaminérgica 
após lesão unilateral e maior movimentação dos membros do lado intacto 
(WILLARD, BOUCHARD and GITTIS, 2015). 
O aumento nas ambulações para a direita foi observado apenas no 
grupo lesionado tratado com veículo (p < 0,01 comparado ao grupo não 
lesionado; p < 0,001 comparado ao grupo lesionado tratado com FORM a 10 
mg/Kg; p < 0,01 e comparado ao grupo tratado com FORM a 20 mg/Kg) [ANOVA 
de uma via seguida do teste de Tukey (F 3-33 = 12,31, p < 0,0001), figura 6 E]. 
Em contrapartida, a movimentação para o lado contralateral à lesão 
(ambulações para a esquerda) que requer a integridade das vias de controle do 
lado lesionado – os núcleos da base fazem parte de vias extrapiramidais – as 
ambulações foram reduzidas nos grupos lesionados tratados com veículo (p < 
0,001) e FORM a a 10 mg/Kg (p < 0,001) quando comparadas ao grupo não 
lesionado. No grupo tratado com FORM a 20 mg/kg, de forma similar ao grupo 
não lesionado, estes resultados mostraram-se aumentados em relação ao grupo 
tratado com veículo (p > 0,05) e tratado com FORM a a 10 mg/Kg (p > 0,01) 
[ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (F 3-33 = 12,31, p < 0,0001), figura 






Figura 6: Resultados do teste de campo aberto. Teste de campo aberto realizado aos 
21 dias após cirurgia estereotáxica. As colunas representam as médias e as barras 
representam o erro padrão da média. Letras diferentes indicam diferenças significativas 
(ANOVA de uma via e teste de Tukey, p > 0,05). VC: veículo; FN10: Formononetina a 
10 mg/Kg; FN 20:  Formononetina a 10 mg/Kg; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. 
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A aplicação de 6-OHDA promoveu, portanto, os déficits motores que 
comumente advém de lesão da via nigroestriatal em ratos e que se assemelham 
a sintomas parkinsonianos. Estes resultados apontam para a efetividade da 
toxina em induzir morte de neurônios dopaminérgicos, e consequente perda da 
inervação estriatal, pois os sintomas motores são observados somente quando 
há perda da ordem de pelo menos 60% dos neurônios na substância negra 
compacta (SNc) (WINKLER et al., 2002). Também são encontradas dificuldades 
na iniciação dos movimentos (tempo de latência) e lentidão na execução dos 
movimentos (imobilidade). Estes déficits estão relacionados aos sintomas 
observados na DP, como a bradicinesia e a acinesia, respectivamente (DEXTER 
and JENNER, 2013). 
Quando a lesão foi acompanhada de tratamento com a FORM a 20 
mg/Kg o efeito tóxico foi modificado em todos os parâmetros observados. Assim, 
a FORM a a 20 mg/Kg trouxe os valores médios dos escores para os níveis de 
normalidade em todos os testes, enquanto a menor dose, de 10 mg/Kg, 
provavelmente não tenha sido suficiente para alcançar o mesmo resultado. 
Tal recuperação funcional apresenta coerência com os achados 
histológicos (todos os grupos com diferenças entre si e valores de p < 0,001). 
Observou-se diminuição da imunomarcação para TH na SNc do grupo lesionado, 
aos 28 dias após a cirurgia (22% em média de neurônios remanescentes), 
enquanto que o tratamento com FORM a 20 mg/Kg promoveu aumento 
significativo do número médio de neurônios remanescentes (79%).  
Embora a menor dose de FORM na dose de 10 mg/kg também tenha 
mostrado efeito significativo quando ao número de neurônios dopaminérgicos 
remanescentes (51%) quando comparado ao grupo lesionado tratado com 
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veículo, esta porcentagem ainda se enquadra na faixa de perda que é 
considerada severa, o que pode explicar a ausência de efeito consistente na 
recuperação motora. Salienta-se ainda a diferença significativa observada com 
relação às doses de FORM testadas [ANOVA de uma via seguida do teste de 




Figura 7: Análise da substância negra compacta. Fotomicrografias da substância 
negra compacta e resultados da quantificação de neurônios marcados para a enzima 
tirosina-hidroxilase. No painel superior, fotomicrografias da substância negra compacta 
(SNc) de animais dos grupos 6-OHDA tratado com veículo (A), não lesionado (B) e 
lesionado tratado com Formononetina nas doses de 10 (C) e 20 mg/Kg (D). Aumento de 
400X. No painel inferior (E), resultados da quantificação de neurônios positivamente 
marcados para a enzima tirosina-hidroxilase (TH), expressos em porcentagem. As 
colunas representam as médias e as barras representam o erro padrão da média. Letras 
diferentes indicam diferenças significativas (ANOVA de uma via e teste de Tukey, p > 
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0,05). VC: veículo; FN10: Formononetina a 10 mg/Kg; FN 20:  Formononetina a 20 
mg/Kg; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. 
Finalmente, considerando que a aplicação da neurotoxina foi realizada 
no estriado dorsal, foi realizada avaliação das possíveis modificações 
histopatológicas nesta região que recebe a inervação de neurônios 
dopaminérgicos. A 6-OHDA é injetada no estriado de forma a ser transportada 
retrogradamente até a SNc. Dessa forma, a morte neuronal dopaminérgica 
ocorre progressivamente ao longo do tempo, de maneira semelhante ao 
processo neurodegenerativo que ocorre na DP (KIRIK et al., 2002). 
Quanto à análise histopatológica através da coloração hematoxilina-
eosina (HE), foi possível visualizar as diferenças entre os grupos quanto ao 
aspecto quantitativo e morfológico dos neurônios remanescentes, em relação à 
presença de aglomerados de células da micróglia, com relação à uniformidade 
na distribuição de células e quanto à presença de infiltrados inflamatórios. 
Observou-se no grupo lesionado tratado com veículo a presença de 
grande quantidade de deformações nos neurônios, apresentando-se dismorfos, 
menores, alongados e aglomerações de células da micróglia, indicativo de 
neuroinflamação; no grupo não lesionado pôde-se notar a preservação do tecido 
nervoso com parâmetros normais; no lesionado tratado com FORM a 10 mg/kg 
houve preservação de neurônios, menos intensidade de aglomerados microgliais 
e no grupo lesionado tratado com FORM a 20 mg/kg foi notada maior 
preservação de neurônios e redução na intensidade de aglomerados microgliais, 




Figura 8: Análise do Estriado. Fotomicrografias do estriado e resultados da intensidade 
do infiltrado inflamatório com coloração hematoxilina-eosina. Secções do estriado (CPu) 
com coloração HE em aumento de 400 vezes (80 µm). Em A: grupo 6-OHDA tratado 
com veículo; B: Grupo controle, não lesionado tratado com veículo; C: grupo lesionado 
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com 6-OHDA e tratado com FORM a 10mg/Kg; D: grupo lesionado com 6-OHDA e 
tratado com FORM a 20mg/Kg. Seta Branca: neurônio normal; Seta Preta: neurônio 
dismorfo e Seta Cinza: infiltrado microglial; E: resultados da análise semiquantitativa dos 
escores de resposta inflamatória. As colunas representam as médias e as barras 
representam o erro padrão da média. Letras diferentes indicam diferenças significativas 
(ANOVA de uma via e teste de Tukey, p > 0,05). VC: veículo; FN10: Formononetina a 
10 mg/Kg; FN 20:  Formononetina a 20 mg/Kg; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina. 
Quanto à análise semiquantitativa da resposta inflamatória, verificou-se 
que em animais tratados com veículo após lesão induzida por 6OHDA, o escore 
apresentado foi 3, que representa grau severo, ou seja, mais de 50% de infiltrado 
inflamatório. Já o grupo sem lesão e tratado com veículo, apresentou grau agudo 
de inflamação, representado por menos de 10% de infiltração microglial no 
tecido.  
Quanto aos grupos lesionados e tratados com FORM (10 e 20mg/Kg), 
observou-se grau moderado de inflamação com escore de 2 para ambos, 
representando 10 a 50% de infiltrado, conforme se observa na figura 8E. O 
aumento do grau de inflamação no grupo lesionado tratado com veículo foi 
significativo em relação a todos os demais grupos, não sendo observada 
diferença entre as doses de FORM testadas (Teste Kruskal-Wallis, com extensão 
de Dunn, p < 0,0001). 
Assim, os dados são indicativos de ação anti-inflamatória da FORM sobre 
o tecido encefálico de roedores, evidenciada pela redução de infiltrado 
inflamatório microglial nos animais tratados, comparativamente ao grupo 
lesionado e tratado com veículo. Contudo, não houve diferença estatística entre 
o grupo tratado com FORM a 10 mg/Kg e 20 mg/Kg.  
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Dessa forma, tanto os achados comportamentais quando os dados 
histológicos apontam para um efeito neuroprotetor da FORM. O efeito anti-
inflamatório deste composto pode ser associado com as suas propriedades 
antioxidantes, considerando-se interação de espécies reativas de oxigênio com 
mediadores inflamatórios (LIMA CAVENDISH et al., 2015). Com efeito, estudos 
tem apontado que a FORM a administrada sistemicamente (i.p. e intravenosa) 
atingiu o sistema nervoso e protegeu contra a isquemia (LIANG et al., 2014; ZHU 
et al., 2014) e contra lesão traumática cerebral (LI et al., 2014).  
A FORM a aumentou as atividades glutationa peroxidase e superóxido 
dismutase, diminuiu os níveis de malonaldeido, ciclooxigenase 2 (COX-2), TNF-
α e as concentrações de IL-6, ao mesmo tempo em que diminuiu a hidrocefalia 
e lesão neural após lesão (LI et al., 2014).  
Destaca-se que, a neuroinflamação mediada por células da glia 
configura um importante aspecto que contribui para a cascata de eventos que 
leva à morte celular observada na DP. Estes eventos envolvem alterações na 
produção de IL tipo 1α e 1β, TNF-α e NO pela microglia. Este último, formado 
pela enzima sintase de óxido nítrico induzida (iNOS), pode reagir com 
superóxidos e formar peroxinitrito altamente reativo que promove a oxidação e 
nitração de proteínas (HIRSCH and HUNOT, 2009). 
A FORM poderia também atuar em outros eventos característicos do 
sistema dopaminérgico em neurodegeneração, como a apoptose e 
excitotoxicidade glutamatérgica (DEXTER and JENNER, 2013), pois nos 
mesmos modelos descritos acima, a FORM agiu diminuindo a razão das 
proteínas cinases fosforiladas Bax (ativadora de apoptose) e Bcl-2 (inibidor da 
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ativação de apoptose) e aumentando a via de sinalização de fosfatidilinositol 3-
cinase (PI3K/Akt) (LIANG et al., 2014).  
Em estudo in vitro, a FORM diminuiu a neurotoxicidade induzida pelo 
agonista glutamatérgico N-metil-D-asparato (NMDA), o número de células em 
apoptopse foi atenuado, observando-se aumento da expressão de Bcl-2 e 
diminuição dos níveis de Bax e caspase-3 (TIAN et al., 2013).  
Embora o glutamato seja essencial em processos plásticos cerebrais, 
como desenvolvimento e envelhecimento (BANERJEE et al., 2008) e em 
processos de aprendizado e memória (SEGOVIA et al., 2001), a excitotoxicidade 
mediada por este neurotransmissor está implicada em doenças como a DP 
(ROUSE et al., 2000). A captação do glutamato extracelular é realizada por 
transportadores como GLAST e GLT-1 e pela enzima GS (DANBOLT, 2001). 
Contudo, a redução destes transportadores contribui para o dano neuronal 
(SCHALLIER et al., 2011).  
Os astrócitos são vulneráveis também ao estresse oxidativo. Neste 
sentido, enzimas responsáveis pela defesa antioxidante nos astrócitos, como 
superóxido dismutase, catalase e glutationa oxidada podem controlar a produção 
dos radicais livres quando em níveis normais, mas, quando em níveis baixos 
estão suscetíveis ao dano oxidativo (JIANG and CADENAS, 2014). 
Assim, a manutenção dos astrócitos tem um papel importante na 
preservação da plasticidade sináptica e como mecanismo defensivo para células 
expostas à oxidação e à inflamação (QUINCOZES-SANTOS et al., 2014). Desta 
forma, estes eventos podem ser bloqueados por agentes antioxidantes e anti-
inflamatórios, possivelmente ações que podem ser desempenhadas pela FORM. 
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A FORM pode atuar de maneira protetora, portanto, em mais de um 
aspecto da cascata de eventos que contribuem para o surgimento e progressão 
da DP. Esta multiplicidade de ações da FORM poderia explicar porque, no 
presente estudo, não houve diferença significativa entre as doses de FORM 
quanto à resposta inflamatória, mas apenas a maior dose mostrou efetiva 
proteção nos parâmetros gerais comportamentais e na expressão 
imunohistoquímica para TH. 
Em suma, os achados do presente trabalho fornecem evidencias de que 
a FORM tem efeito neuroprotetor sobre a morte neuronal dopaminérgica 
experimentalmente induzida e que este efeito parece estar associado às suas 
















Os achados do presente trabalho fornecem evidencias de que a 
FORM apresentou atividade antioxidante in vitro comparada às vitaminas A e E, 
observando-se ação aditiva com as vitaminas testadas, quando combinadas. Já 
nos testes in vivo, foi verificada atividade neuroprotetora da FORM em modelo 
experimental da DP, sendo dados sugestivos que a FORM, como potente 
antioxidante, pode promover ação anti-inflamatória mediada por células da 
neuróglia, evidenciada pela preservação de neurônios e redução de infiltrado 
inflamatório microglial nos animais tratados. 
Embora estudos adicionais sejam necessários para melhor elucidar os 
mecanismos de ação da FORM no sistema nervoso, suscita-se a possibilidade 
de utilização desta isoflavona como um candidato a fármaco para o tratamento 
da DP. Adicionalmente, sugere-se que a FORM possa ser utilizada como 
complemento às composições vitamínicas, dado que ela aumenta sua ação 
antioxidante, característica esta favorável ao combate de doenças crônicas e 
degenerativas. 
Desta forma, a viabilidade de utilização da FORM a se faz tanto no 
aspecto fisiológico, em relação à biodisponibilidade farmacológica e atividades 
biológicas, quanto em termos de volume para escala produtiva, pela facilidade 
de obtenção em forrageiras como o trevo dos prados.  
Desta forma, sugere-se o prosseguimento em estudos com a FORM, 
com vistas a futuras aplicações em dietas, na profilaxia e terapêutica de 
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